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1 Zusammenfassung 
Während der akuten Entzündungsreaktion werden polymorphkernige neutrophile 
Granulozyten (PMN) aus dem Blutstrom in entzündetes Gewebe rekrutiert. Sie durchlaufen 
hierbei die sogenannte Rekrutierungskaskade, eine Abfolge genauestens regulierter 
Interaktionen mit dem Endothel, bestehend aus Rollen, Adhäsion, Adhesion Strengthening, 
Spreading, Crawling und Extravasation.1 Dieser mehrstufige Prozess wurde auf zellulärer 
Ebene detailliert beschrieben, wobei die zugrunde liegenden molekularbiologischen 
Regulationsmechanismen der PMN-Rekrutierung Gegenstand aktueller Forschung sind. 
Bekannt ist, dass die meisten Rekrutierungsschritte von den β2-Integrinen (CD11/CD18) 
Lymphocyte Function-Associated Antigen 1 (LFA-1, CD11a/CD18) und Macrophage 
Receptor 1 (Mac-1, CD11b/CD18) abhängig sind. Diese auf PMN exprimierten 
heterodimeren Transmembranmoleküle leiten während der Rekrutierung sowohl adhäsive 
Kräfte als auch biochemische Signale über die Zellmembran ins Zellinnere und liegen je 
nach Aktivierungsgrad in vier unterschiedlichen Konformationen mit unterschiedlicher 
Ligandenaffinität vor.2,3 Spleen Tyrosine Kinase (Syk) wird nach Ligandenbindung von β2-
Integrinen im Rahmen der PMN-Rekrutierung aktiviert und spielt eine zentrale Rolle für die 
meisten Rekrutierungsschritte.4 Syk selbst hat mehrere Substrate, deren Funktionen nur 
teilweise charakterisiert sind.5 Zu den Substraten von Syk gehört das Aktin-bindende 
Adaptorprotein Mammalian Actin-Binding Protein 1 (Abp1).6 Abp1 stabilisiert die hoch-affine 
β2-Integrin-Konformation, die für die β2-Integrin-vermittelte Adhäsion von PMN unter 
Flussbedingungen wichtig ist.7 Hematopoietic Progenitor Kinase 1 (HPK1), ein 
Interaktionspartner des Adaptorproteins Abp1, spielt eine Rolle bei der Affinitätsregulation 
von β2-Integrinen in B- und T-Zellen.8-10 Bisher wurde die funktionelle Bedeutung von HPK1 
für die Rekrutierung von PMN nicht untersucht. Die übergeordnete Fragestellung dieser 
Arbeit besteht in der Charaktersierung der funktionellen Rolle von HPK1 im Rahmen der β2-
Integrin-vermittelten Rekrutierung von PMN. 
Ziel der vorliegenden Arbeit war es, die Interaktion von HPK1 mit Abp1 in PMN zu 
überprüfen, den Effekt von HPK1 auf die Affinitätsregulation von β2-Integrinen zu unter-
suchen und die funktionelle Rolle von HPK1 für die PMN-Rekrutierung zu charakterisieren. 
Es konnte durch Ko-Immunpräzipitationsexperimente mit Neutrophil-Like Differentiated 
Human Promyelocytic Leukemia (dHL-60) Zellen gezeigt werden, dass Abp1 konstitutiv mit 
HPK1 interagierte. Konfokalmikroskopische Analysen von dHL-60 Zellen zeigten eine β2-
Integrin-vermittelte Anreicherung von HPK1 im Lamellipodium, wo eine Ko-Lokalisation von 
HPK1 mit Apb1 und Aktin bestand. Durchflusszytometrie mit isolierten PMN aus HPK1+/+ und 
HPK1-/- Mäusen zeigte vergleichbare Oberflächenexpressionen von LFA-1 und Mac-1. Die 
Induktion von hoch-affinem LFA-1 durch Chemokine (C-X-C Motif) Ligand 1 (CXCL1) war 
von HPK1 abhängig, wobei die Affinitätsregulation von Mac-1 unabhängig von HPK1 war. 
Dementsprechend war die LFA-1-vermittelte Induktion der Adhäsion isolierter HPK1-/- PMN 
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in Flusskammerexperimenten im Vergleich zu HPK1+/+ PMN reduziert. Des Weiteren zeigten 
HPK1-/- PMN in Flusskammern vermindertes Spreading sowie ein defektes Adhesion 
Strengthening. Der Adhäsionsdefekt von HPK1-/- PMN bestätigte sich intravitalmikroskopisch 
am Entzündungsmodell im M. cremaster in vivo. In weiteren Experimenten wurde intravital-
mikroskopisch sowie in vitro mit Flusskammern gezeigt, dass die Migration von HPK1-/- PMN 
unter Fluss gestört war. Histologische Untersuchungen des entzündeten M. cremaster 
zeigten eine deutlich verminderte Rekrutierung von Leukozyten ins Gewebe bei HPK1-/- 
Mäusen im Vergleich zu HPK1+/+ Mäusen. 
In weiterführenden Untersuchungen konnte durch den Autor gezeigt werden, dass die 
Interaktion des Adaptorproteins Abp1 mit Aktin in dHL-60 Zellen durch β2-Integrin-vermittelte 
PMN-Adhäsion induziert werden konnte. 
Zusammenfassend konnte in der vorliegenden Arbeit gezeigt werden, dass das 
Adaptorprotein Abp1 in PMN konstitutiv mit HPK1 interagiert. Beide Proteine werden nach 
β2-Integrin-vermittelter Zellaktivierung im Lamellipodium angereichert, wo sie mit Aktin ko-
lokalisieren. Zudem wird die Interaktion von Abp1 mit Aktin induziert. HPK1 hat einen positiv 
regulatorischen Effekt auf die Induktion der hoch-affinen LFA-1 Konformation, welche für die 
PMN-Adhäsion und weitere Rekrutierungsschritte notwendig ist. Hierbei spielt HPK1 eine 
funktionelle Rolle bei der Induktion der Adhäsion, beim Spreading sowie beim Crawling von 
PMN unter Flussbedingungen. Diese Ergebnisse zeigen somit die wichtige Bedeutung von 
HPK1 für die PMN-Rekrutierung im Rahmen der akuten Entzündungsreaktion. Sie tragen zur 
weiteren Aufklärung der molekularen Regulationsmechanismen der PMN-Rekrutierung bei 
und können somit Grundlage zur Entwicklung zielgerichteter und selektiver anti-
inflammatorischer Therapeutika sein. 
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2 Summary 
During acute inflammation, polymorphonuclear neutrophils (PMN) are recruited from the 
blood stream to inflamed tissue. Hereby, PMN follow a so-called recruitment cascade, a 
sequence of precisely regulated interactions with the endothelium, consisting of rolling, 
adhesion, adhesion strengthening, spreading, crawling and extravasation.1 This multistep 
process has been described in detail on a cellular level, while the underlying molecular 
mechanisms of PMN recruitment are subject of current research. It is known that most 
recruitment steps depend on the β2 integrins (CD11/CD18) Lymphocyte Function-Associated 
Antigen 1 (LFA-1, CD11a/CD18) and Macrophage Receptor 1 (Mac-1, CD11b/CD18). These 
heterodimeric transmembrane molecules expressed on PMN mediate adhesive forces as 
well as biochemical signals during recruitment and exist in four different conformations with 
distinct ligand affinities depending on their activation level.2,3 Spleen Tyrosine Kinase (Syk) is 
activated upon ligand binding of β2 integrins during PMN recruitment and is crucial for most 
recruitment steps.4 Syk itself has several substrates with only partially characterized 
functions.5 One of the substrates of Syk is the actin-binding adaptor protein Mammalian 
Actin-Binding Protein 1 (Abp1).6 Recently it was shown that Abp1 is important for β2 integrin-
mediated PMN adhesion under flow conditions.7 Here, stable adhesion under flow requires 
the high-affinity β2 integrin conformation, which is reinforced by Abp1.7 Hematopoietic 
Progenitor Kinase 1 (HPK1), an interacting protein of the adaptor protein Abp1, is involved in 
the affinity regulation of β2 integrins in B- and T-cells.8-10 So far, the functional relevance of 
HPK1 for PMN recruitment has not been analyzed. Therefore, the overall aim of this thesis 
project consists in the characterization of the functional role of HPK1 during β2 integrin-
mediated PMN recruitment. 
In detail, this thesis project was aimed at the verification of the interaction of HPK1 and Abp1 
in PMN, at the analysis of the effect of HPK1 on affinity regulation of β2 integrins and at the 
characterization of the functional role of HPK1 for PMN recruitment. Co-immunoprecipitation 
experiments with Neutrophil-Like Differentiated Human Promyelocytic Leukemia (dHL-60) 
cells showed that Abp1 constitutively interacted with HPK1. Confocal microscopy of dHL-60 
cells revealed a β2 integrin-mediated enrichment of HPK1 at the lamellipodium where HPK1 
co-localized with Abp1 and actin. Flow cytometry using isolated PMN from HPK1+/+ and 
HPK1-/- mice showed similar surface expression levels of LFA-1 and Mac-1. The induction of 
high-affinity LFA-1 by Chemokine (C-X-C Motif) Ligand 1 (CXCL1) was dependent on HPK1, 
whereas affinity regulation of Mac-1 was independent of HPK1. Accordingly, LFA-1-mediated 
induction of adhesion of isolated HPK1-/- PMN was reduced in flow chamber experiments 
compared to HPK1+/+ PMN. Moreover, HPK1-/- PMN showed reduced spreading and 
defective adhesion strengthening in flow chambers. The adhesion defect of HPK1-/- PMN 
was confirmed in vivo by means of intravital microscopy of the inflamed M. cremaster. In 
further experiments, using intravital microscopy as well as in vitro flow chambers, it was 
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shown that crawling of HPK1-/- PMN under flow was disturbed. Histological analysis of the 
inflamed M. cremaster showed markedly decreased leukocyte recruitment to the tissue in 
HPK1-/- mice compared to HPK1+/+ animals.  
In further experiments it could be shown by the author that the interaction of the adaptor 
protein Abp1 with actin was induced upon β2 integrin-mediated PMN adhesion in dHL-60 
cells.  
In summary, this study shows that the adaptor protein Abp1 constitutively interacts with 
HPK1 in PMN. Upon β2 integrin-mediated cell activation, both proteins are enriched at the 
lamellipodium co-localizing with actin. Further, the interaction between Abp1 and actin is 
induced. HPK1 has a positive regulatory effect on the induction of the high-affinity LFA-1 
conformation, which is necessary for PMN adhesion and further recruitment steps. HPK1 
plays a functional role for the induction of adhesion, spreading and crawling of PMN under 
flow conditions. These results characterize the important role of HPK1 for PMN recruitment 
during acute inflammation. The identification of the molecular mechanisms of PMN 
recruitment may represent the basis for the development of novel and selective anti-
inflammatory therapies.  
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3 Einleitung 
Das Überleben des menschlichen Organismus setzt die Möglichkeit voraus, eingedrungene 
Mikroorganismen und schädliche Noxen, aber auch bereits geschädigte körpereigene Zellen 
effektiv eliminieren zu können.11 Dies gewährleistet die akute Entzündungsreaktion, die 
Leukozyten und Plasmaproteine, welche im Blut zirkulieren, an den Herd der Entzündung 
rekrutiert, so dass geschädigte Zellen sowie die Ursache der Zellschädigung beseitigt und 
ein Reparaturprozess eingeleitet werden können.11,12 Diese in erster Linie protektive 
physiologische Reaktion des Organismus bedarf jedoch einer präzisen zeitlichen, räumlichen 
und quantitativen Koordination, da eine unkontrollierte Entzündung zu Gewebeschädigung 
führen kann.12 Im Folgenden soll ein Überblick über die Rekrutierung polymorphkerniger 
neutrophiler Granulozyten (PMN) im Rahmen der akuten Entzündungsreaktion gegeben 
werden. Die zugrundeliegenden molekularen Mechanismen der Rekrutierung von PMN sind 
Gegenstand aktueller Forschung. Die Ergebnisse dieser Arbeit zeigen, dass Hematopoietic 
Progenitor Kinase 1  (HPK1) eine wichtige Rolle für die Rekrutierung von PMN bei der 
akuten Entzündungsreaktion spielt. 
3.1 Die akute Entzündungsreaktion 
Man unterscheidet die akute und die chronische Form der Entzündung. Während die 
chronische Entzündung über Jahre aktiv sein kann, ist die akute Entzündungsreaktion durch 
einen in der Regel auf wenige Tage begrenzten Verlauf und die überwiegende Rekrutierung 
von PMN gekennzeichnet.11 Verschiedene schädigende Reize können zur Entstehung einer 
akuten Entzündungsreaktion führen.11,12 Hierzu gehören in erster Linie biologische Noxen 
aufgrund von Infektionen, beispielsweise durch Bakterien, Pilze, Viren oder Parasiten. 
Zudem kann eine Entzündung durch Gewebenekrose, Fremdkörper oder Hyper-
sensitivitätsreaktionen ausgelöst werden. Nekrosen entstehen beispielsweise aufgrund 
physikalischer Noxen wie Verletzungen, chemischer Noxen oder durch Ischämie. Die initiale 
Erkennung von Infektionen oder Nekrosen erfolgt hauptsächlich durch im Gewebe ansässige 
Makrophagen, Dendritische Zellen und Mastzellen, welche daraufhin eine Reihe 
verschiedener Entzündungsmediatoren sezernieren.11,13 Zusätzlich setzen nekrotische Zellen 
sogenannte Damage-Associated Molecular Patterns (DAMPs) frei.14 Diese freigesetzten 
Mediatoren verursachen sowohl eine vaskuläre als auch eine leukozytäre Antwort. Es kommt 
zu lokaler Vasodilatation und Permeabilitätserhöhung des Endothels sowie zur Rekrutierung 
von PMN an den Entzündungsherd.11  
Schon vor circa 2000 Jahren wurden die fünf Kardinalsymptome der Entzündung – 
Überwärmung (calor), Rötung (rubor), Schwellung (tumor), Schmerz (dolor) und Funktions-
einschränkung (functio laesa) – in Teilen von Celsus beschrieben und etwas später durch 
Galen ergänzt.15 Heute lässt sich nachvollziehen, dass Überwärmung und Rötung durch eine 
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lokale Hyperämie im Zuge der Vasodilatation im entzündeten Gewebe hervorgerufen 
werden.16 Die Permeabilitätserhöhung des Endothels wiederum führt zur Ausbildung eines 
Entzündungsexudats und zur ödematösen Schwellung des Gewebes.16 Schmerz und 
Funktionseinschränkung werden unter anderem durch die Ausbildung des Ödems sowie 
durch freigesetzte Entzündungsmediatoren verursacht.16 
3.2 Polymorphkernige neutrophile Granulozyten (PMN) 
Im Jahr 1880 beschrieb Paul Ehrlich anhand morphologischer Kriterien erstmals eine 
Untergruppe von Leukozyten, die durch „polymorphe Kernfiguren“ und zytoplasmatische 
„Granulationen“ gekennzeichnet waren.17 Diese mittlerweile als Granulozyten bezeichnete 
Leukozytenfamilie unterteilte er anhand unterschiedlicher Färbeeigenschaften in neutrophile, 
basophile und eosinophile Granulozyten.17 Polymorphkernige neutrophile Granulozyten, 
auch „Neutrophile“ genannt, sind heute als wichtige Säule der angeborenen zellulären 
Immunantwort wohlbekannt.18,19 Täglich werden etwa 1 – 2 x 1011 PMN im Knochenmark 
eines Erwachsenen produziert.20 Die 7 – 10 µm messenden terminal ausdifferenzierten PMN 
verharren für vier bis sechs Tage im Knochenmark bevor sie in den Blutkreislauf eintreten, 
wo sie mit etwa 50 – 70% die größte Fraktion der Leukozyten ausmachen.18,21,22 Im Falle 
einer Infektion kann die Knochenmarkreserve, bestehend aus etwa 6 x 1011 PMN, schnell 
mobilisiert werden.23 
Als zentrale Effektorzellen der angeborenen Immunität bilden PMN die erste Abwehrlinie 
gegen eingedrungene Pathogene.24 Im Fall einer akuten lokalen Entzündungsreaktion 
werden PMN aus nahegelegenen Gefäßen ins Gewebe rekrutiert und migrieren dann 
chemotaktisch entlang eines Gradienten aus löslichen Chemokinen zum Entzündungs-
herd.25,26 Zur Abtötung von dort befindlichen Pathogenen verfügen PMN prinzipiell über drei 
Mechanismen. Hierzu zählen die Degranulation von antimikrobiellen Proteinen und Bildung 
von reaktiven Sauerstoffradikalen sowie die Phagozytose und die Ausbildung von Neutrophil 
Extracellular Traps (NETs).27-30 Nach der Bekämpfung lokaler Infektionen leiten PMN im 
Gewebe schließlich ihre Apoptose ein und werden von Makrophagen beseitigt.31,32 Dies ist 
für die effiziente Limitierung der Entzündungsreaktion von Bedeutung.32  
Die Lebensdauer eines sich in der Zirkulation befindlichen PMN, welcher nicht an einer 
Entzündungsreaktion teilnimmt, beträgt weniger als einen Tag.33 Die 2010 berichtete 
Langlebigkeit von fünf Tagen34 wurde von mehreren Arbeitsgruppen als methodische 
Überschätzung eingestuft.33,35,36 Jedoch können Zytokine, Wachstumsfaktoren und auch 
bakterielle Faktoren die Lebenszeit aktivierter PMN während einer Entzündung auf das 
Vielfache verlängern.23,37-39 Alternde PMN leiten auch ohne vorherige Extravasation 
konstitutiv die Apoptose ein und werden in Knochenmark, Milz und Leber von Makrophagen 
beseitigt.40-43  
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Lange Zeit wurden PMN als primitive unspezifische Phagozyten angesehen, während ihnen 
heute neben ihrer Schlüsselrolle bei der Abwehr von Bakterien und Pilzen und der 
Ausbildung der akuten Entzündungsreaktion weitere hochkomplexe Funktionen 
zugeschrieben werden.44 So sind PMN beispielsweise am Wundheilungsprozess beteiligt, 
sie regulieren Antworten des adaptiven Immunsystems und sie spielen eine Rolle bei der 
Beendigung der Entzündungsreaktion.18,24 Aus pathophysiologischer Sicht sind PMN an der 
Entstehung verschiedener Krankheiten beteiligt. Hierzu gehören inflammatorische 
Erkrankungen wie Chronisch Obstruktive Lungenerkrankung (COPD) oder Rheumatoide 
Arthritis, bei denen es durch eine überschießende Rekrutierung von PMN zur Ausbildung 
einer chronischen Entzündung kommt.27 Neben weiteren Autoimmunerkrankungen und auch 
onkologischen Erkrankungen spielen PMN neueren Erkenntnissen zufolge auch eine Rolle 
bei der Entstehung von Allergien, Anaphylaxie, Diabetes, Arteriosklerose und Thrombosen 
und bei der Tumormetastasierung.44-47 
3.3 Die Rekrutierung von PMN 
Bei Kontakt mit entzündetem Endothel werden PMN durch eine Reihe molekularer 
Mechanismen aktiviert und verlassen schließlich das Blutgefäß an umschriebenen Stellen, 
von wo aus sie zum Entzündungsherd migrieren.1 Diese Rekrutierung von PMN aus dem 
Blutstrom ins Gewebe folgt einem charakteristischen Mehrstufenmodell, das als 
Rekrutierungskaskade bezeichnet wird und bevorzugt in postkapillären Venolen stattfindet.1 
Die sequentiellen Rekrutierungsschritte beinhalten Capturing, Rollen, Adhäsion, Adhesion 
Strengthening, Spreading, (Intraluminal) Crawling, Transmigration, Abluminal Crawling und 
Chemotaxis (Abbildung 1).1,48  
Abbildung 1: Rekrutierungskaskade der PMN auf dem Weg vom Blutgefäß in das Gewebe während der akuten 
Entzündungsreaktion (modifiziert nach Schymeinsky et al., 2011).49 
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Die akute Entzündungsreaktion wird eingeleitet, wenn im Gewebe ansässige Immunzellen 
Entzündungsmediatoren freisetzen, nachdem sie durch biochemische Signale Pathogene 
oder Nekrosen im umliegenden Gewebe wahrgenommen haben.11-13 Wichtige Vertreter 
dieser freigesetzten proinflammatorischen Mediatoren sind neben vasoaktiven Substanzen 
wie Histamin vor allem inflammatorische Zytokine wie Tumor-Necrosis Factor-α (TNF-α) oder 
Interleukin-1 (IL-1) und verschiedene Chemokine.11-13 Spezifische Rezeptoren der Endothel-
zellen erkennen vasoaktive Substanzen und Zytokine, was zur Aktivierung des Endothels 
führt.16 Das aktivierte Endothel exprimiert daraufhin auf der luminalen Zelloberfläche 
verschiedene Adhäsionsmoleküle wie P-Selektin, E-Selektin, Intercellular Adhesion 
Molecule-1 (ICAM-1) und Vascular Cell-Adhesion Molecule 1 (VCAM1).16 Zudem werden 
auch Chemokine wie Chemokine (C-X-C Motif) Ligand 8 (CXCL8, auch IL-8, entsprechend 
CXCL1 in Mäusen), welche entweder vom Endothel selbst synthetisiert werden oder von 
anderen Zellen stammen, luminal präsentiert (Abbildung 2).11,16,18,50,51 Diese endotheliale 
Aktivierung ist Voraussetzung für den effektiven Ablauf der PMN-Rekrutierung. 
3.3.1 Capturing und Rollen 
Am Beginn der Rekrutierungskaskade steht das sogenannte Capturing, das initiale Abfangen 
im Blut zirkulierender PMN durch das aktivierte Endothel.1 Ein wichtiger Mechanismus ist 
hierbei die als Margination bezeichnete Akkumulation von Leukozyten in der Peripherie des 
laminaren Blutstroms.1,11 Sobald PMN in Kontakt mit aktiviertem Endothel treten, können sie 
über transiente Bindungen oberflächlich exprimierter Moleküle auf den Endothelzellen 
entlang rollen, wobei sie passiv vom Blutstrom angetrieben werden (Abbildung 2).1 Es wird 
zwischen dem anfänglich schnellen und dem darauffolgenden langsamen Rollen 
unterschieden.1 Das schnelle Rollen (ca. 40 µm/s) wird durch Selektine vermittelt, eine 
Proteinfamilie bestehend aus drei Adhäsionsmolekülen.11,52,53 P-Selektin wird von 
Thrombozyten und von Endothelzellen exprimiert.11,52 E-Selektin wird nach Induktion der 
Transkription durch TNF-α oder IL-1 ebenfalls von aktivierten Endothelzellen 
präsentiert.11,16,52 L-Selektin hingegen wird von den meisten Leukozyten exprimiert und trägt 
zum sekundären Capturing zirkulierender PMN durch bereits adhärente PMN bei.1,52,54,55 Als 
Ligand für alle Selektine spielt P-Selectin Glycoprotein Ligand 1 (PSGL-1) eine zentrale 
Rolle, welches auf den meisten Leukozyten und bestimmten Endothelzellen exprimiert 
ist.1,52,54 Für langsames Rollen (ca. 5 µm/s) sowie die darauffolgenden Rekrutierungsschritte 
bedarf es weiterer Adhäsionsmoleküle aus der Familie der β2-Integrine, welche auf PMN 
exprimiert werden.53 Von besonderer Bedeutung sind die β2-Integrine Lymphocyte Function-
Associated Antigen 1 (LFA-1) und Macrophage Receptor 1 (Mac-1).56 β2-Integrine existieren 
in vier verschiedenen Konformationszuständen, welche die Affinität zu ihren Liganden 
beeinflussen.2,3 Durch die Bindung von PSGL-1 an E- oder P-Selektin kommt es während 
des Rollens zu einer partiellen Aktivierung der β2-Integrine mittels Inside-Out-Signaling und 
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damit zu einer Affinitätssteigerung von der niedrig-affinen Konformation zu der intermediär-
affinen Konformation von LFA-1.57-60 Intermediär-affines LFA-1 kann nun transiente Bin-
dungen mit ICAM-1, einem auf aktivierten Endothelzellen exprimierten Liganden, eingehen 
und dadurch verlangsamtes Rollen vermitteln.1  
3.3.2 Aktivierung und Adhäsion 
Die Aktivierung von PMN während des Rollens erfolgt jedoch nicht allein durch die Bindung 
von PSGL-1 an endotheliale Selektine, sondern insbesondere auch durch Chemokine.1 
Einige Chemokine wie CXCL1 werden, gebunden an Glykosaminoglykane, auf der luminalen 
Zelloberfläche von aktivierten Endothelzellen präsentiert, wo sie von rollenden PMN mittels 
spezifischer Chemokinrezeptoren, wie CXC Chemokine Receptor 2 (CXCR2), erkannt 
werden können.1,60-62 Hierbei handelt es sich um membranständige G Protein-Coupled 
Receptors (GPCR) auf PMN, welche bei Aktivierung ebenfalls durch Inside-Out-Signaling zu 
einer weiteren Konformationsänderung der β2-Integrine führen.1,60 LFA-1 wird dadurch in 
einen hoch-affinen Zustand versetzt, was dem Adhäsionsmolekül erlaubt, stabile Bindungen 
mit ICAM-1 einzugehen und somit die feste Adhäsion von aktivierten PMN auf dem 
entzündeten Endothel zu induzieren.1,60,63 Dieser sehr schnell ablaufende Prozess wird auch 
als Arrest im Sinne von Stillstand bezeichnet. Das β2-Integrin Mac-1 bindet ebenfalls an 
ICAM-1, spielt jedoch bei der Induktion der Adhäsion eine untergeordnete Rolle.64 
3.3.3 Adhesion Strengthening und Spreading 
Nach dem initialen Arrest der PMN kommt es zum sogenannten Adhesion Strengthening.1 
Dieser Prozess ist im Hinblick auf die Rekrutierung von großer Bedeutung für adhärente 
PMN, welche sonst durch die vom Blutstrom erzeugten Scherkräfte schnell wieder abgelöst 
werden würden.65 Das Adhesion Strengthening wird durch die stabile Substratbindung von 
LFA-1 induziert, welches in diesem Fall nicht nur als Adhäsionsmolekül dient, sondern als 
Signalrezeptor im Rahmen des Outside-In-Signaling auch Informationen in die Zelle 
überträgt (Abbildung 3).1,53,63,66 In Folge dieser zusätzlichen β2-Integrin-vermittelten PMN-
Aktivierung kommt es unter anderem zu einer Veränderung des Aktin-Zytoskeletts sowie zur 
Ausbildung von LFA-1-Clustern und dadurch zu einer Stabilisierung der Adhäsion.4,67-70 
Außerdem führt die Reorganisation des Aktins zu einer Abflachung der PMN auf dem 
Endothel, was als Spreading bezeichnet wird.71 Dieser Vorgang führt dazu, dass sich 
einerseits die Kontaktfläche zwischen PMN und Endothelzelle vergrößert und sich 
andererseits die durch den Blutstrom erzeugte Schubspannung auf PMN verringert.1  
Zusätzlich kommt es während des β2-Integrin-vermittelten Spreadings zur Polarisierung der 
PMN unter Ausbildung eines Lamellipodiums und eines Uropods.72 
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3.3.4 Crawling, Transmigration und Chemotaxis 
Im weiteren Verlauf der Rekrutierung migrieren polarisierte PMN aktiv auf der Oberfläche 
des Endothels zu geeigneten Stellen für die nachfolgend stattfindende Transmigration.73 Da 
dieses (Intraluminal) Crawling im Blutstrom erfolgt, wird es auch als Mechanotactic Crawling 
bezeichnet.74 Das Crawling wird hauptsächlich durch Interaktionen von Mac-1 und 
endothelialem ICAM-1 vermittelt.73 Hoch-affines LFA-1 scheint zudem für die Erkennung der 
Blutflussrichung und damit für die Richtungsgebung der Migration eine wichtige Rolle zu 
spielen.75 Die Transmigration von PMN durch die endotheliale Barriere der venösen 
Gefäßwand kann trans- oder parazellulär erfolgen, wobei die parazelluläre Route von PMN 
bevorzugt wird.73,76 Neben den β2-Integrinen LFA-1 und Mac-1 spielt das β1-Integrin Very 
Late Antigen-4 (VLA-4) eine wichtige Rolle bei der Transmigration.18 Anschließend 
durchwandern PMN die Basalmembran und begeben sich durch interstitielle chemotaktische 
Migration zum Herd der Entzündung.77 Es wurde beobachtet, dass PMN β2-Integrin-vermittelt 
entlang des Perizytennetzwerks umliegender Gefäße das Gewebe schnell und direkt 
durchwandern können, was als Abluminal Crawling bezeichnet wird.48 Bei der Chemotaxis 
folgen PMN einem Konzentrationsgradienten aus Chemokinen, wie beispielsweise dem 
bakteriellen Abbauprodukt N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine (fMLP).25 Neuere 
Untersuchungen zeigen, dass insbesondere immobilisierte Chemokingradienten 
haptotaktisch die Migration von Leukozyten im Gewebe steuern.77 Die Migration im 
dreidimensionalen Gewebe kann im Gegensatz zum zweidimensionalen Crawling unter 
Fluss unabhängig von β2-Integrinen erfolgen.78  
3.4 β2-Integrine 
Die Integrin-Rezeptor-Familie ist eine Gruppe aus heterodimeren Transmembranmolekülen, 
die jeweils aus einer α- und einer β-Untereinheit zusammengesetzt sind.79 Bekannt sind 8 β- 
und 18 α-Untereinheiten, die sich zu insgesamt 24 verschiedenen Integrinen mit 
spezifischen, nicht-redundanten Funktionen zusammen setzen.79 Integrine sind 
insbesondere beteiligt an Zelladhäsionen durch Interaktionen mit Liganden der 
extrazellulären Matrix oder mit Rezeptoren benachbarter Zellen.79 Außerdem dienen 
Integrine als bidirektionale Signalrezeptoren und können sowohl als Rezeptor wie auch als 
Effektor Signale über die Zellmembran leiten.79 Diese Signale wiederum beeinflussen 
wichtige zelluläre Prozesse wie beispielsweise Proliferation, Apoptose, Polarisierung, 
Differenzierung und Genexpression.79 Die Untergruppe der β2-Integrine nimmt bei der 
Rekrutierung von PMN eine zentrale Rolle ein.80,81  
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3.4.1 Molekulare Eigenschaften von β2-Integrinen 
Die Gruppe der β2-Integrine wird spezifisch von Leukozyten exprimiert und umfasst vier 
Moleküle.82 Sie setzen sich jeweils aus der gemeinsamen β-Untereinheit Cluster Of 
Differentiation 18 (CD18) und einer von vier verschiedenen α-Untereinheiten (CD11a, 
CD11b, CD11c, CD11d) über nicht-kovalente Bindungen zusammen. Die vier verschiedenen  
β2-Integrine werden als LFA-1 (CD11a/CD18; αLβ2-Integrin), Mac-1 (CD11b/CD18; αMβ2-
Integrin), p150,95 (CD11c/CD18, αXβ2-Integrin) und αDβ2-Integrin (CD11d/CD18) 
bezeichnet.3 Die β2-Integrin-Expression auf PMN beschränkt sich fast ausschließlich auf 
LFA-1 und Mac-1, weshalb die β2-Integrine CD11c/CD18 und CD11d/CD18 im Folgenden 
nicht weiter berücksichtigt werden.82 Die Oberflächenexpression von LFA-1 auf PMN ist 
konstant, wobei die Mac-1-Expression kurzfristig durch PMN-Aktivierung erhöht werden 
kann, indem sekretorische Vesikel in die Zellmembran integriert werden.83 Die 
Untereinheiten der β2-Integrine besitzen je eine kurze zytoplasmatische Domäne, eine 
Transmembrandomäne und eine große extrazelluläre Domäne (Abbildung 2). Die N-
terminalen Enden der extrazellulären Domänen der beiden Untereinheiten bilden den 
sogenannten Kopfteil des Integrins.82 Hier befindet sich innerhalb der α-Untereinheit auch die 
I-Domäne mit der Metal-Ion-Dependent Adhesion Site (MIDAS), welche die einzige 
Bindungsstelle für Liganden darstellt und zur Ligandenbindung auf die Anwesenheit 
bivalenter Kationen angewiesen ist.82 Die kurzen intrazellulären Domänen verfügen über 
multiple Bindungsstellen für Adapter- und Signalmoleküle und können so mit dem Zytoskelett 
interagieren.82,84 Es sind sechs Liganden von LFA-1 bekannt, welche vor allem von 
Endothelzellen exprimiert werden: ICAMs 1 – 5 und Junctional Adhesion Molecule-1 (JAM-
1).82 Mac-1 dagegen ist deutlich unspezifischer und bindet eine Reihe unterschiedlicher 
Proteine wie Fibrinogen, ICAM-1 und andere Vertreter der ICAM-Familie, Gerinnungs-
faktoren, Heparin, Kollagene, aktivierte Komplementproteine wie Inactivated Complement 
Component 3b (iC3b) und mikrobielle Saccharide.82 
Eine Besonderheit der β2-Integrine ist, dass sie in vier verschiedenen 
Konformationszuständen vorliegen können, welche wiederum mit unterschiedlich starken 
Ligandenaffinitäten einhergehen: Bei der niedrig-affinen (auch inaktiven) β2-Integrin-
Konformation ist die extrazelluläre Domäne V-förmig abgeknickt, so dass der Kopfteil mit 
inaktiver MIDAS in Richtung der Zellmembran deutet.3 Beim Übergang in die intermediär-
affine β2-Integrin-Konformation wird die extrazelluläre Domäne ähnlich einem Klappmesser 
gestreckt und die inaktive MIDAS dadurch von der Membran wegbewegt, was eine bessere 
Ligandenbindung ermöglicht.3 Beim Übergang in die hoch-affine β2-Integrin-Konformation 
kommt es neben der Streckung der extrazellulären Domäne zusätzlich auch zur Dissoziation 
der beiden Transmembrandomänen und zur Öffnung des Kopfteils, was eine Aktivierung der 
MIDAS und somit eine Affinitätserhöhung bewirkt.3 Während der PMN-Rekrutierung erlauben 
diese drei klassischen Integrin-Konformationen je nach Affinitätsgrad Bindungen mit der 
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endothelial präsentierten trans-Konfiguration von ICAM-1 einzugehen. Es wurde kürzlich 
eine vierte Integrin-Konformation beschrieben, bei welcher trotz abgeknickter Konfiguration 
der extrazellulären Domäne eine aktivierte MIDAS vorliegt.2 LFA-1 und Mac-1 binden in 
dieser Konformation ICAM-1 in cis-Stellung, welches auf den PMN selbst exprimiert wird. 
Hierdurch wird die Adhäsion von PMN gehemmt, so dass eine Autoinhibition eintritt. Signale, 
die zur Konformationsänderung von β2-Integrinen führen, werden unter dem Begriff Inside-
Out-Signaling zusammengefasst. Neueren Erkenntnissen zufolge nehmen auch die auf β2-
Integrine ausgeübten mechanischen Kräfte Einfluss auf deren Konformation.85 
3.4.2 Die Rolle von β2-Integrinen für die PMN-Rekrutierung 
β2-Integrine sind an der PMN-Rekrutierung maßgeblich beteiligt (Abbildung 1). In vivo 
Experimente mit CD18-defizienten Mäusen ohne Expression von β2-Integrinen zeigten eine 
deutlich verminderte Rekrutierung von PMN in die entzündete Bauchhöhle.80 Ein 
Funktionsverlust der β2-Integrine führt auch beim Menschen zu drastischen 
Rekrutierungsproblemen, wie am Beispiel der autosomal-rezessiv vererbten Erkrankung 
Leukocyte Adhesion Deficiency-I (LAD-I) erkannt wurde. Bei LAD-I kommt es aufgrund einer 
Mutation im CD18-Gen (ITGB2) zur verminderten Expression von β2-Integrinen (bis zu <1% 
der normalen Expression).86 Das klinische Ausmaß der Erkrankung korreliert dabei direkt mit 
der β2-Integrin-Expression und ist gekennzeichnet durch rezidivierende lebensbedrohliche 
bakterielle Infektionen sowie Wundheilungsstörungen.87 Die Erkrankung führt unbehandelt zu 
einer erhöhten Mortalität in der Kindheit. Während akuten Entzündungsreaktionen 
beobachtet man bei LAD-I Patienten eine dramatische Leukozytose, es kommt jedoch nicht 
zur Rekrutierung der PMN ins Gewebe. Untersuchungen haben gezeigt, dass CD18-
Defizienz zu gestörter Adhäsion und verminderter Extravasation von PMN führt. Offenbar 
kann dieser Funktionsverlust nicht durch andere Integrine kompensiert werden. 
Bei den einzelnen Rekrutierungsschritten kommen LFA-1 und Mac-1 teils unterschiedliche 
Bedeutung zu. Adhäsion und Spreading sind vor allem durch LFA-1 vermittelt.18 Mehreren 
Untersuchungen zufolge wird Crawling über Mac-1 vermittelt, wobei LFA-1 insbesondere für 
die perpendikuläre Richtungsgebung unter Fluss wichtig ist.73,75 Insgesamt scheint die 
Rekrutierung vor allem durch LFA-1 vermittelt zu sein, wie Studien zeigten, bei denen Mac-1-
defiziente PMN in vivo keine verminderte Rekrutierung in entzündete Gewebe aufwiesen.83,88  
3.4.3 β2-Integrine als bidirektionale Signalmoleküle während der PMN-Rekrutierung 
β2-Integrine fungieren auf PMN als bidirektionale Signalmoleküle, welche biochemische 
Signale in zwei Richtungen über die Zellmembran leiten können.70 Je nach Richtung der 
Signalübertragung wird das Inside-Out-Signaling vom Outside-In-Signaling unterschieden. 
Es muss jedoch davon ausgegangen werden, dass sich die komplexen Abläufe bei Inside-
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Out-Signaling und Outside-In-Signaling zeitlich überschneiden und sich insbesondere bei 
späten Rekrutierungsschritten sogar gegenseitig beeinflussen.70 Zudem kommt den 
übertragenen mechanischen Kräften zwischen β2-Integrinen und dem Zytoskelett 
beziehungsweise ihren extrazellulären Liganden eine regulatorische Rolle bei der Integrin-
Aktivierung zu.89,90 Das LFA-1-vermittelte Signaling ist bisher am eingehendsten untersucht 
worden. 
Beim Inside-Out-Signaling (Abbildung 2) führen intrazelluläre Signalereignisse zur 
Konformationsänderung und Affinitätssteigerung von β2-Integrinen, welche hier als 
Effektoren am Ende der Signalkaskade stehen.70 Das Inside-Out-Signaling findet vor allem 
während des Rollens statt und kann wiederum über zwei Rezeptorfamilien getriggert werden: 
(1) Zum einen kommt es durch die Interaktion von PSGL-1 mit E- oder P-Selektin zur 
Aktivierung eines Signalwegs, der unter anderem die Kinase Spleen Tyrosine Kinase (Syk), 
Phospholipase (PL) Cγ2  und die GTPase Ras-Related Protein 1 (Rap1) involviert und zur 
Bindung von Talin-1 an die zytoplasmatische Domäne von CD18 führt, was wiederum darin 
resultiert, dass LFA-1 die intermediär-affine Konformation mit gestreckter extrazellulärer 
Domäne und inaktiver MIDAS einnimmt und transient mit ICAM-1 interagieren kann, um 
langsames Rollen zu vermitteln.60,91-93 
 
Abbildung 2: Inside-Out-Signaling über PSGL-1 (1) oder CXCR2 (2) führt zu Konformationsänderungen von LFA-1. Die 
Induktion von intermediär-affinem LFA-1 erlaubt transiente Bindungen zu endothelialem ICAM-1 und führt zu langsamem 
Rollen. Hoch-affines gestrecktes LFA-1 geht über die aktivierte MIDAS-Domäne stabile Bindungen zu ICAM-1 ein und vermittelt 
die PMN-Adhäsion (modifiziert nach Lefort et al., 2012).60 
(2) Zum anderen kommt es während des Rollens zur Aktivierung von GPCR wie CXCR2 
durch endothelial präsentierte Chemokine wie CXCL1 und dadurch zur Aktivierung eines 
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Signalweges, welcher unter anderem über Gαi2,  PLCβ2/3  und Rap1 zur Bindung von Talin-1 
und Kindlin-3 an die zytoplasmatische Domäne von CD18 führt.60,91,94 Dies hat zur Folge, 
dass LFA-1 die hoch-affine Konformation mit gestreckter extrazellulärer Domäne und aktiver 
MIDAS einnimmt und über stabile Bindungen mit ICAM-1 die Adhäsion induziert werden 
kann. Eine vierte, kürzlich entdeckte LFA-1 Konformation mit abgeknickter extrazellulärer 
Domäne und aktiver MIDAS besitzt eine hohe Affinität zu ICAM-1 in cis-Stellung, welches auf 
PMN exprimiert wird und dessen Bindung eine Autoinhibition der PMN-Rekrutierung 
verursacht.2 Diese Konformation wird ebenfalls durch Aktivierung von Chemokinrezeptoren 
induziert.2 
 
Abbildung 3: Outside-In-Signaling in PMN 
wird getriggert durch Ligandenbindung von 
hoch-affinem LFA-1 und führt zur 
Phosphorylierung von intrazellulären ITAM-
Domänen an DAP12 / FcRγ durch SFK, 
was wiederum die Aktivierung von Syk 
ermöglicht. Die Kinase Syk hat ver-
schiedene Substrate, von denen beispiel-
haft PLCγ, Vav, SLP76 und Abp1 
abgebildet sind. Das Adaptorprotein Abp1 
interagiert mit verschiedenen Proteinen, 
wie Aktin und HPK1, wobei diese 
Interaktionen in PMN noch nicht bestätigt 
wurden. Die komplexen Signalprozesse 
des Outside-In-Signaling sind notwendig 
für die im Anschluss an die Adhäsion statt-
findenden Rekrutierungsschritte Adhesion 
Strengthening, Spreading und Crawling 
(modifiziert nach Schymeinsky et al., 
2007).95 
 
 
 
 
 
Beim Outside-In-Signaling (Abbildung 3) induzieren aktivierte β2-Integrine als Rezeptoren 
eine Reihe intrazellulärer Signalkaskaden.70 Getriggert wird dies durch Ligandenbindung und 
Clustering von β2-Integrinen, was zur Aktivierung mehrerer nicht-Rezeptor Tyrosin-Kinasen 
führt, den sogenannten Src Family Kinases (SFK).70 Diese Kinasen phosphorylieren unter 
anderem membranständige Immunorezeptoren, nämlich Fc Rezeptor γ (FcRγ) und DNAX 
Activation Protein Of 12 kDa (DAP12) an den zytoplasmatischen Immunoreceptor Tyrosine-
Based Activation Motifs (ITAM)-Domänen.70 Die phosphorylierten ITAM-Domänen 
  15 
ermöglichen die Bindung und Aktivierung von Syk.70 Aktiviertes Syk hat wiederum 
verschiedene Substrate im Rahmen des β2-Integrin-vermittelten Signalings, darunter zum 
Beispiel Abp1, SH2 Domain-Containing Leukocyte Phosphoprotein Of 76kD (SLP76), PLCγ 
oder  Vav.71,96 Das Outside-In-Signaling ist für Rekrutierungsschritte, die eine Reorganisation 
des Zytoskeletts im Anschluss an die Adhäsion beinhalten, von großer Bedeutung.70 Es 
konnte gezeigt werden, dass Syk für β2-Integrin-vermittelte Funktionen wie Adhesion 
Strengthening, Spreading, Crawling, Extravasation, Degranulation und Phagozytose 
notwendig ist.4,71,96-98 SFK hingegen sind insbesondere für die Ausbildung eines 
Entzündungsmilieus notwendig und bei der eigentlichen PMN-Rekrutierung entbehrlich.99 
3.5 Fragestellung 
Mehr als 130 Jahre nach Paul Ehrlichs Erstbeschreibung von PMN hat unser Verständnis 
über diese Zellen stark zugenommen. Die Tatsache, dass PMN viele komplexe Funktionen 
im Rahmen der akuten Entzündungsreaktion übernehmen und an der Entstehung 
bedeutender Erkrankungen beteiligt sind, rückte sie in den vergangenen 30 Jahren 
zunehmend in den Fokus internationaler Wissenschaft. Die Rekrutierung von PMN zum 
Entzündungsherd spielt eine Schlüsselrolle bei der Regulierung der Entzündungsreaktion. 
Auf zellulärer Ebene ist dieser Rekrutierungsvorgang eingehend beschrieben worden, wobei 
die zugrunde liegenden molekularen Regulationsmechanismen bis heute noch nicht 
vollständig aufgeklärt sind.1,60,70 Es ist bekannt, dass die Rekrutierung von PMN von β2-
Integrinen abhängig ist, welche neben adhäsiven Kräften auch bidirektionale biochemische 
Signale über die Zellmembran vermitteln.1 Des Weiteren wurde gezeigt, dass die Kinase Syk 
eine zentrale Rolle beim β2-Integrin-vermittelten Outside-In-Signaling und bei der PMN-
Rekrutierung spielt.4 Aktiviertes Syk hat mehrere Substrate, wobei die von Syk ausgehenden 
Signalwege zur Regulierung unterschiedlicher Zellfunktionen bis heute nur in Teilen 
aufgeklärt sind (Abbildung 3).5  
Dem Syk-Substrat Abp1 wurde vor kurzem eine wichtige Rolle bei der PMN-Rekrutierung 
zugeschrieben.6,7 Abp1 (auch HPK1-Interacting Protein Of 55 kDa [Hip-55]; Src Homology 
[SH]3 Domain-Containing Protein 7 [SH3P7]; Debrin-Like Protein) ist ein Aktin-bindendes 
Adaptorprotein.6,8,49 Vor kurzem wurde gezeigt, dass Abp1 in PMN wichtig für die 
Stabilisierung der hoch-affinen Konformation von LFA-1 Clustern unter Flussbedingungen ist 
und eine entscheidende Rolle bei der Adhäsion von PMN unter Flussbedingungen spielt.7 
Über welche molekularen Interaktionspartner das Adaptorprotein Abp1 seine Effekte im 
Rahmen der PMN-Rekrutierung ausübt wurde bisher nicht untersucht. 
Zu den in der Literatur beschriebenen Interaktionspartnern von Abp1 gehört HPK1 (auch 
Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase Kinase Kinase 1 [MAP4K1]), eine Serin-/Threonin-
Kinase von 97 kDa aus der Familie der Ste20-related Kinases.100 Die Interaktion von HPK1 
mit Abp1 wurde nach Ko-Transfektion in 293T Zellen nachgewiesen, wobei die zweite 
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prolinreiche Domäne von HPK1 eine Bindung mit der SH3-Domäne von Abp1 einging.8 
HPK1 enthält neben der N-terminalen Kinase-Domäne vier zentral gelegene prolinreiche 
Regionen, eine Spaltstelle für Caspasen sowie eine C-terminal gelegene regulatorische 
Citron Homology Domain.101,102 Während der Embryonalzeit lässt sich HPK1 bei Mäusen 
ubiquitär nachweisen, wohingegen sich die Expression von HPK1 bei adulten Mäusen 
weitgehend auf hämatopoetische Zellen beschränkt.100 HPK1 ist an Mitogen-Activated 
Protein Kinases (MAPK)-Signalwegen sowie am Nuclear Factor κB (NFκB)-Signalweg 
beteiligt und spielt außerdem eine Rolle bei der Apoptoseeinleitung von T-Zellen.100,103,104 
Zudem wurde kürzlich gezeigt, dass HPK1 ein negativer Regulator der β2-Integrin-
vermittelten Adhäsion von B- und T-Zellen ist.9,10 Es lagen bisher weder Untersuchungen 
über die Interaktion von HPK1 mit Abp1 in PMN vor, noch über eine mögliche funktionelle 
Beteiligung von HPK1 an der PMN-Rekrutierung. 
Die erste Publikation der vorliegenden Arbeit behandelt die Fragestellungen, (1) ob HPK1 mit 
Abp1 in PMN interagiert und ob eine Assoziation von HPK1 mit dem Zytoskelett besteht; (2) 
ob HPK1 eine Bedeutung für die Affinitätsregulation von LFA-1 in PMN hat; (3) ob HPK1 für 
die Rekrutierung von PMN eine funktionelle Rolle spielt. Zur Beantwortung des ersten 
Fragenkomplexes wurden Ko-Immunpräzipitationsexperimente mit Abp1-Enhanced Green 
Fluorescent Protein (EGFP) überexprimierenden Neutrophil-Like Differentiated Human 
Promyelocytic Leukemia (dHL-60) Zellen durchgeführt. Konfokalmikroskopisch wurde zudem 
die subzelluläre Lokalisation von HPK1 im Bezug zu Abp1-EGFP und Aktin in polarisierten 
dHL-60 Zellen analysiert. Zur Beantwortung des zweiten Fragenkomplexes wurde mittels 
Durchflusszytometrie anhand isolierter PMN aus HPK1+/+ und HPK1-/- Mäusen die Ober-
flächenexpression von LFA-1 und Mac-1 untersucht. Des Weiteren wurde an isolierten 
HPK1+/+ und HPK1-/- PMN die Induktion von hoch-affinem LFA-1 und Mac-1 nach 
Stimulierung durch CXCL1 indirekt am Ausmaß der Ligandenbindung durchflusszytometrisch 
bestimmt. Zur Beantwortung des dritten Fragenkomplexes wurden funktionelle Fluss-
kammerexperimente mit isolierten HPK1+/+ und HPK1-/- PMN durchgeführt, um die Induktion 
der Adhäsion, das Adhesion Strengthening, das Spreading sowie das Crawling zu 
analysieren. Zudem wurde am Modell der akuten Entzündung im M. cremaster von HPK1+/+ 
und HPK1-/- Mäusen intravitalmikroskopisch die Induktion der Adhäsion und das Crawling 
von PMN in vivo untersucht sowie histologisch die Leukozytenrekrutierung ins Gewebe 
analysiert. 
In einer zweiten Publikation konnte durch den Autor mit Hilfe von Ko-Immunpräzipitation 
gezeigt werden, dass die Interaktion des Adaptorproteins Abp1 mit Aktin in dHL-60 Zellen 
durch β2-Integrin-vermittelte PMN-Aktivierung induziert werden kann. Zudem werden in der 
Publikation weitere Funktionen von Abp1 für die PMN-Rekrutierung untersucht und die 
subzelluläre Lokalisation von Abp1 nach β2-Integrin-induzierter PMN-Aktivierung analysiert. 
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Zusammenfassend besteht die übergeordnete Fragestellung des Forschungsvorhabens 
darin, die Rolle von HPK1 für die β2-Integrin-vermittelte Rekrutierung von PMN im Rahmen 
der akuten Entzündungsreaktion zu charakterisieren. Ein genaueres Verständnis der 
molekularen Regulierung der PMN-Rekrutierung ist Grundlage zur Entwicklung selektiver 
Therapeutika für inflammatorische und onkologische Erkrankungen.  
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4 Beitrag des Autors 
4.1 Hematopoietic progenitor kinase 1 (HPK1) is required for LFA-1-mediated 
neutrophil recruitment during the acute inflammatory response 
Jakob SM, Pick R, Brechtefeld D, Nussbaum C, Kiefer F, Sperandio M, Walzog B. The hematopoietic progenitor 
kinase 1 (HPK1) is required for LFA-1-mediated neutrophil recruitment during the acute inflammatory response. 
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Der Autor hat das Manuskript der oben genannten Veröffentlichung selbst verfasst, sowie 
den Großteil der Experimente geplant, durchgeführt und ausgewertet. Der Autor hat die Ko-
Immunpräzipitations-Experimente (Abbildung 1A), die Flusskammer-Experimente (Ab-
bildungen 1D, 4A-B, 5A-C), die durchflusszytometrischen Experimente (Abbildungen 2A-C), 
die intravitalmikroskopischen Experimente (Abbildungen 3A-B, 5D-G, 6A-C), sowie die 
histologischen Untersuchungen (Abbildungen 6D-E, S2) weitgehend selbst geplant, 
durchgeführt und ausgewertet. 
4.2 The Mammalian Actin-Binding Protein 1 is Critical for Spreading and Intraluminal 
Crawling of Neutrophils under Flow Conditions 
Hepper I, Schymeinsky J, Weckbach L, Jakob SM, Frommhold D, Sixt M, Laschinger M, Sperandio M, Walzog B. 
The mammalian actin-binding protein 1 is critical for spreading and intraluminal crawling of neutrophils under flow 
conditions. J Immunol. 2012 May 1;188(9):4590-601.  
 
Der Autor hat die Ko-Immunpräzipitations-Experimente (Abbildungen 2C-D) der oben 
genannten Veröffentlichung selbst geplant, durchgeführt und ausgewertet. 
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7 Abkürzungsverzeichnis  
 
Abp1  Mammalian Actin-Binding Protein 1   
CD  Cluster Of Differentiation 
CXCL  Chemokine (C-X-C Motif) Ligand  
CXCR  CXC Chemokine Receptor 
DAMPs Damage-Associated Molecular Patterns 
DAP12 DNAX Activation Protein Of 12 kDa 
dHL-60 Neutrophil-Like Differentiated Human Promyelocytic Leukemia Cells 
EGFP  Enhanced Green Fluorescent Protein 
FcRγ  Fc Rezeptor γ 
fMLP   N-formyl-methionyl-leucyl-phenylalanine 
GPCR  G Protein-Coupled Receptor 
Hip-55  HPK1-Interacting Protein Of 55 kDa 
HPK1  Hematopoietic Progenitor Kinase 1 
iC3b  Inactivated Complement Component 3b 
ICAM  Intercellular Adhesion Molecule  
IL  Interleukin 
ITAM  Immunoreceptor Tyrosine-Based Activation Motifs 
JAM-1  Junctional Adhesion Molecule-1 
LAD-I  Leukocyte Adhesion Deficiency-I 
LFA-1  Lymphocyte Function-Associated Antigen 1 
M.  Musculus 
Mac-1  Macrophage Receptor 1 
MAP4K1 Mitogen-Activated Protein Kinase Kinase Kinase Kinase 1 
MAPK   Mitogen-Activated Protein Kinases 
MIDAS Metal-Ion-Dependent Adhesion Site 
NETs  Neutrophil Extracellular Traps 
NFκB   Nuclear Factor κB 
PLC  Phospholipase C 
PMN  Polymorphonuclear Neutrophils 
PSGL-1 P-Selectin Glycoprotein Ligand 1 
Rap1  Ras-Related Protein 1 
SFK  Src Family Kinases 
SH3P7 Src Homology [SH]3 Domain-Containing Protein 7 
SLP76  SH2 Domain-Containing Leukocyte Phosphoprotein Of 76kD 
Syk  Spleen Tyrosine Kinase  
TNF-α  Tumor-Necrosis Factor-α 
VCAM  Vascular Cell-Adhesion Molecule 
VLA-4  Very Late Antigen-4  
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